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1. Bevezetés

1.1. Az iszkémias szivbetegségek jelentésége

Vilagszerte az iszkémids szivbetegségek a vezetd halalokok, melyeket a szivizom
korlatozott vérellatasa jellemez. A betegség-specifikus mortalitdsi adatokat tekintve a
betegségesoporton beliil az akut miokardialis infarktusnak nagy jelentésége van, mely
rendszerint egy hirtelen fellépé koszorusér elzarodas kovetkezményeként kialakuld csokkent

vérellatas soran jon létre.

1.2. Az iszkémia/reperfiizios karosodas

Az oxigén- és tapanyaghidny miatt az iszkémia az id0 eldrehaladtaval progressziv
sejtelhalast hoz Ilétre (iszkémids kdrosodas). A reperfuzids terdpia, azaz a szivizom
vérellatasanak helyreallitasa csokkenti az infarktusméretet és a mortalitast. Azonban az
iszkémias karosodason feliil a reperfuzid tovabbi funkciondlis romlést, infarktusméret
novekedést, valamint az életet potencialisan veszélyezteté aritmidkat eredményez, amiket

Osszefoglaldan reperfiizids karosodasnak neveziink.

1.3. Klasszikus iszkémias kondicionalasi eljarasok

Az iszkémias pre- és posztkondicionalas olyan eljarasok, melyek a sziv endogén
protektiv mechanizmusait aktivalva mérséklik a sziv iszkémia/reperfizios karosodasat, egy
hosszu letdlis iszkémiat megel6z6 vagy azt kovetd rovid iszkémia/reperfiizids ciklusok
alkalmazasaval. A prekondiciondlds kedvezd hatasa kétfazisi: az eljards alkalmazasa utan
kozvetleniil kialakul6d korai védelem oOrakig tart, mig a késdi fazis 12 éraval késobb kezdddik

és ~72 oraig tart.

1.4. Az iszkémias kondicionalasok mechanizmusa

Mindkét iszkémids kondicionalasi modszer molekularis mechanizmusa részben hasonlo:
kiilonbozd trigger molekulak képzddését serkentik, melyek receptor-fiiggd vagy -fiiggetlen
uton masodlagos jelatvivd molekuldkon keresztiil konvergalnak egy végsd effektor, a
mitokondrium felé, amelyen hatva kardioprotekciot valtanak ki.

Az utobbi idében felmeriilt a peroxinitrit lehetséges trigger szerepe az iszkémias
kondicionalasok hatdsmechanizmusaban. A peroxinitrit a szuperoxid anion (0;) és a
nitrogén-monoxid (NO’) nem enzimatikus reakcidjaban keletkezik. A xantin oxidoreduktaz
(XOR), valamint a NO" szintazok (NOS) felelések elsésorban a prekurzorok termelédésért. A

peroxinitrit valoszintileg sejtttlélésért felels jelatviteli utakat aktival.



Az tgynevezett ,,reperfusion injury salvage kinase” (RISK) és ,,survivor activating factor
enhancement” (SAFE) utvonalak a reperfiizio soran aktivalodnak az iszkémias kondicionalasi
eljarasok hatasara, hogy eldsegitsék a sejt tilélést. Az extracelluléris szignal regulalt-kinaz 1/2
(ERK1/2) ¢és protein kindz B (Akt) a RISK, a ,signal transducer and activator of
transcription 3” (STAT3) pedig a SAFE meghatarozo kulcsfehérjéje. Mindkét jelatviteli Gt

olyan sejtszintii folyamatokat mozdit el6, melyek a tulélés iranyaba mutatnak.

1.5. Alternativ kardioprotektiv eljarasok

Annak ellenére, hogy az iszkémias pre- és posztkondiciondlas hatékony kardioprotektiv
eljaras, szdmos limitalo és az eljardsok kimenetével interferalo koriilményt figyelembe kell
venni (pl. a teljes reperfuzié sikertelensége a rovid iszkémia/reperfuzios ciklusok
alkalmazasakor, kondicionalé algoritmusok vagy tarsbetegségek fennallasa), melyek uj
alternativ kondicionaladsi modszerek kifejlesztésének sziikségességét vetik fel. Szadmos
farmakologiai (pl. endotoxin, antioxidansok, ciklosporin) és nem farmakoldgiai (pl. gyors
kamrai ingerlés, ho stressz, munka) stimulussal kivalthat6é kondicionalas.

A Gram-negativ bakteridlis lipopoliszacharid (LPS) egy jol ismert kardioprotektiv
molekula. Egyszeri kis dozisi LPS kezelés 24 ora elteltével javitja a posztiszkémids
szivfunkciot azaz LPS-sel késdi farmakologiai prekondicionélds valthatod ki, melynek pontos
molekularis mechanizmusa nem tisztdzott. Egyre tobb kisérletes eredmény jelzi, hogy a
fokozott kardialis peroxinitrit szint szerepet jatszhat a késoi i1szkémias prekondicionalasban.
Mindazonaltal a kis d6zistu LPS kés6i hatasa nem ismert a kardialis peroXinitrit képzodésre. A
jelatviteli utakat eddig nem teljes korGien tanulmanyoztdk az LPS indukalta
prekondicionalasban. Az Akt aktivacid szerepet jatszhat a mechanizmusban, azonban az
ERK1/2 és STAT3 lehetséges szerepét még nem tesztelték.

A farmakologiai megkdzelitések mellett szamos egyéb eljaras létezik az endogén
adaptacios mechanizmusok toborzéasara. Az irodalomban jol ismert, hogy a szivfrekvencia
befolyasolja az iszkémia/reperfuzios kéarosodast, valamint egy hossza karos iszkémia elott
alkalmazott periodikus gyors kamrai ingerlésnek anti-iszkémias hatasa van, amit gyors kamrai
ingerléssel kivaltott prekondicionalasnak neveznek. Azonban nem ismert, hogy vajon a
reperfizido soran spontan kialakult kamrai tachiaritmiak (ventrikularis tachikardia (VT) és
fibrillaci6 (VF)) befolyasolja-e az infarktusméretet, és vajon az iszkémiat kdvetden
alkalmazott gyors kamrai ingerléssel, mint 0 alternativ posztkondicionalasi eljarassal,
csokkenthet6-e a reperfizios karosodas. Tovabba a gyors kamrai ingerlés hatasa sem ismert a

miokardialis peroxinitrit, RISK és SAFE jelatviteli utak vonatkozasaban.



2. Célkituzések

Alternativ  kondicionaldsi eljarasok fejlesztése ¢€s tesztelése nélkiilozhetetlen a
kardioprotektiv mechanizmusok részletesebb megértéséhez. Ezért jelen munkankban az
iszkémias pre- és posztkondicionalas egy-egy alternativ modszerét vizsgaltuk: az LPS
indukalta kés6i prekondicionalast és a gyors kamrai ingerléssel kivaltott posztkondicionalast.
Annak érdekében, hogy az el6z6 fejezetben leirt, alternativ modszerekkel kapcsolatos
tudomanyos ismerethianyt részben tisztdzhassuk, a két alternativ eljards vizsgalata soran a
kovetkezo specifikus kérdések megvalaszolasat tliztik ki célul:

1. A kis doézisu kardioprotektiv LPS-nek van-e késleltetett hatasa a miokardialis
peroXinitrit képzddésre az endotoxin kivaltotta késoi prekondicionalasban?

2. Hogyan befolyésolja a kis dozisu LPS kezelés a kardidlis RISK és SAFE jelatviteli
utakat az endotoxin indukalta prekondicionalas kés6i fazisaban?

3. Van-¢ Osszefliggés a reperfuzid soran fellépé spontan kamrai tachiaritmiak (VT, VF
vagy VT+VF) id6tartama és az infarktusméret k6zott?

4. A reperfuzié kezdetén létrehozott rovid idejii gyors kamrai ingerlés csokkenti-e a
reperfuzios karosodast, alkalmazasaval kivalthato-e posztkondicionalas?

5. A peroxinitrit potencidlisan szerepet jatszhat-e a gyors kamrai ingerléssel kivaltott
posztkondicionalasban?

6. Milyen hatasa van a gyors kamrai ingerlésnek a kardialis RISK és SAFE jelatviteli

utakra, mint lehetséges downstream célpontokra?



3. Anyagok és modszerek

Az alternativ kondiciondladsi modszereket izolalt szivperfizids rendszereken teszteltiik

tobb kisérleti elrendezést alkalmazva.

3.1. Kisérleti elrendezések
3.1.1.LPS indukalta késéi prekondicionalas

Him Wistar patkanyokat in vivo intraperitonealisan 0,5 mg/ttkg LPS-sel (Salmonella
enterica Typhimurium szerotipus) vagy annak olddszerével, fiziologias sooldattal oltottuk
(n= 67 mindkét csoportban). 24 ora elteltével a sziveket izolaltuk és Langendorff szerint
5 percig perfundaltuk. Ezt kovetéen dolgozé modra valtottunk Neely szerint recirkulalo
oldattal. A sziveket 15 perc ekvilibracionak, 30 perc normoterm globalis iszkémianak és
20 perc reperfuzionak tettikk ki. Az iszkémia el6tt és utan szivfunkcios paramétereket és
koronaria perfuzatumokban laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitast mértiink. Fliggetlen
kisérletben 5 perces atmosast kovetden a sziveket biokémiai vizsgélatokra hasznaltuk fel
(n=5-12 mindkét csoportban). A pitvarok eltavolitasat kovetéen a kamrakat gyorsan folyékony
nitrogénben fagyasztottuk, mozsarban pisztilussal poritottuk és -80 °C-on fagyasztd csdvekben

taroltuk a miokardidlis peroxinitrit, RISK és SAFE jelatviteli utak vizsgalataig.

3.1.2.Gyors kamrai ingerléssel kivaltott posztkondiciondlas

Meta-analizist végeztiink annak érdekében, hogy megvalaszoljuk a kérdést: van-e
Osszefiiggés a reperfuzid soran fellépd spontan kamrai tachiaritmiak idétartama és az
infarktusméret kozott. 30 perc regionalis iszkémiat és 120 perc reperfuziot alkalmazoé korabbi
hat tanulmanyunk soran rogzitett elektrokardiogramokat és infarktusméreteket elemeztiink. A
reperfiizid elsd 10 percében fellépd, reperfiizio indukalta aritmidkat analizaltuk és értékeltiik a
teljes aritmia idétartam alapjan, kiilon VT, VF és VT+VF lebontasban.

A reperfuzié kezdetén alkalmazott rovid idejii gyors kamrai ingerlés potencialis
kardioprotektiv hatdsdnak vizsgalatdhoz, a kovetkezd perfuzids protokollt hasznéltuk. Az
iszkémia/reperfuzios kontroll sziveket 15 perc ekvilibracionak, 30 perc regionalis
iszkémianak, majd 120 perc reperfizionak tettiik ki. Az iszkémias posztkondicionalast a
reperfuzio elsé két percében, 6 egymast kovetd 10 s reperfuzié — 10 s globalis iszkémia
ciklusok alkalmazéaséaval valtottuk ki. A gyors kamrai ingerléssel kivaltott posztkondicionélés
soran a reperfuzid elsé két percében, azonos idokézonként, 6 alkalommal a sziv sajat ritmusat
10 s 600 fités/perces gyors kamrai ingerléssel valtottuk fel. Posztiszkémias LDH kibocsatast

(n=5 csoportonként), infarktusméretet (n=12 csoportonként) és reperfuzié indukalta



tachiaritmiakat (n = 11-14 csoportonként) vizsgaltunk. Kiilon kisérletben hasonlé perfuzios
protokollt alkalmazva, a reperfuzido 7. percében az iszkémianak kitett kamrai teriiletb6l
vizsgaltuk a miokardialis peroxinitrit szintet, a RISK és SAFE jelatviteli utakat (n=5

csoportonként).

3.2. Izolalt szivperfuzio

Kisérleteinkhez him Wistar patkanyokat (250 — 400 g) hasznaltunk. Az allatokat altalanos
inhalécids anesztézia indukcidja céljabol dietil-éterrel, a kardioprotekciéval nem interferald
anesztetikummal atitatott torlépapirt tartalmazo tivegkamraba helyeztiik. A szivizolaci6 soran
az allatok orrdhoz tartott f6z6poharbol folyamatosan parolgd éter biztositotta az anesztézia
fenntartasat. A sziveket 500 U/ttkg dozisu intravénas heparinizalast kovetéen izolaltuk, majd
37 °C-on Langendorff szerint 95% O, és 5% CO, gazkeverékkel ataramoltatott Krebs-
Henseleit oldattal (NaCl 118 mM, NaHCO; 25 mM, KCI 4,3 mM, CaCl, 2,4 mM vagy
1,4 mM, KHy;PO, 1,2mM, MgSO, 12mM, glikéz 11 mM) perfundaltuk konstans
100 vizcentiméteres (9,8 kPa) nyomason. Neely szerinti recirkuldlé dolgoz6 moddban az
eléterhelés 1,7 kPa, az utoterhelés pedig 9,8 kPa volt. A koronaria aramlast a koronariakon
egységnyi id6 alatt keresztiilfolyd perfuzatum mennyiségének mérésével hataroztuk meg és
ml/perc formaban fejeztiik Ki.

A globalis iszkémiat az aorta kaniil elzarasaval hoztuk létre. A regionalis iszkémia
kivitelezésére az eliilsé leszalld koronaria eredéshez kozeli aladltésével (3-0-as fonal) és
leszoritasaval (100 grammos mérdsuly) keriilt sor. Az iszkémia megfeleld kivitelezését a
koronaria aramlas monitorizalasaval ellendriztiik.

A gyors kamrai ingerlést a jobb kamra csticshoz kozeli felszinére helyezett stimulalo
elektrédan keresztiil 600 {ités/perces frekvencidju, 1V €és ImA kimeneti értékeken 5 ms
négyszogimpulzusok alkalmazdsaval valtottuk ki (Elektromos stimuldtor, Experimetria Kft.,

Budapest), a foldel6 elektrodat az aorta kaniilre helyeztiik.

3.3. Laktat dehidrogenaz kibocsatas meghatarozasa

A szivizomkarosodas mértékének megallapitasira megmértiik az LDH aktivitast az
5percen keresztil gyijtott korondria perfuzatumokban. Az enzimaktivitast (U/ml) a
megfeleld koronaria aramlassal (ml/perc) megszorozva az LDH kibocsatast U/percben
fejeztiik ki.



3.4. Infarktusméret meghatarozasa

A perfazios protokoll végén az eliilsd leszalld koronaria ujboli leszoritdsaval és Evans
kék perfundalasaval meghataroztuk a rizikozonat. Ezutan a szivszeleteket 2,3,4-trifenil-
tetrazolium-klorid oldatban inkubaltuk, hogy vizualizaljuk a még él6 szoveteket. Végezetiil a

rizikozonara vonatkoztatott infarktusméretet planimetrias modszerrel hataroztuk meg.

3.5. Aritmia elemzés
A reperfuzié indukalta aritmidk értékeléséhez epikardidlis EKG regisztratumokat

analizaltunk az eredeti Lambeth konvenciok alapjan.

3.6. Biokémiai vizsgalatok

A kardioprotektiv kis dozisu LPS és gyors kamrai ingerlés miokardidlis peroxinitrit
képzodésre, RISK és SAFE aktivaciora gyakorolt hatdsanak vizsgalatdhoz a kovetkezd
biokémiai méréseket végeztiik.

A kardialis peroxinitrit szintet indirekt modon, a peroxinitrit marker 3-nitrotirozin enzim-
kapcsolt immunoszorbens vizsgalat segitségével hataroztuk meg. A peroxinitrit prekurzor,
0," és NO' szintjét is értékeltiik. A O," lucigenin kemilumineszcencia méréssel vagy
dihidroetidium festéssel keriilt meghatarozasra. A NO™-ot pedig gyokfogast kdvetden elektron
paramagneses rezonancia elvén mértiik meg. A kis dozisu LPS indukalta O," és NO’
lehetséges forrasainak feltarasahoz XOR, valamint Ca”*-fiiggé és Ca*'-fiiggetlen NOS
enzimaktivitadsokat mértiink.

Az ERK1/2, Akt és STAT3 aktivalodasat a fehérjék foszforilalt aranyanak standard
Western blot alaptl vizsgélataval hataroztuk meg, hogy feltarjuk a RISK és SAFE jelatviteli

utak lehetséges szerepét az alternativ kondicionalasi eljarasok molekuldris mechanizmusaban.

3.7. Statisztikai analizis
Adatainkat a kisérleti elrendezéstdl fliggden kétmintas t-probaval, egyutas vagy kétutas
variancia-analizissel (ANOVA), vagy Fisher-féle egzakt teszt segitségével elemeztiik p < 0,05

szignifikancia szint mellett.



4. Eredmények

4.1. A Kis dézisa endotoxin elékezelés javitja a posztiszkémias szivfunkciot és csokkenti
az LDH kibocsatast

A kis dozisu endotoxin kés6i kardioprotektiv hatdsanak igazoldsa érdekében
meghataroztuk a kardialis teljesitményt 24 ora globalis iszkémidnak kitett izolalt szivekben,
in vivo LPS (S. typhimurium; 0,5 mg/ttkg ip.) vagy fiziologias sooldat alkalmazasat kovetben.
Az allatok testtomegében és a szivek nedves tomegében nem volt kiilonbség a kontroll
csoport és az LPS-sel elokezelt csoport kozott. A globalis iszkémiat kovetd reperfiizié soran
mindkét kisérleti csoportban romlott a szivfunkcio.

Az iszkémidt megel6zd értékekhez viszonyitva az iszkémiat kovetden az aortadramlds,
korondria aramlés, szivperctérfogat, szivfrekvencia, bal kamraban kifejlédott nyomads és
ennek elsé derivaltjanak maximuma és minimuma (+dp/dtmax) CSokkent, mig a bal kamrai
végdiasztolés nyomas emelkedett. Az LPS el6kezelés szignifikdnsan javitotta az aortadramlas,
szivperctérfogat, bal kamraban kifejlodott nyomas és +dp/dtmax értékeinek posztiszkémias
csokkenését. A koronaria aramlds, —dp/dtma, bal kamrai végdiasztolés nyomas és
szivfrekvencia iszkémia utdni értékeit nem befolyasolta szignifikdnsan a kis dozisa LPS
elokezelés.

A globalis iszkémidt kovetden, a reperfiizido elején az LDH kibocsatas jelentsen
fokozodott a kontroll csoportban. Ezzel ellentétben, a kis dozisi LPS eldkezelés

megakadalyozta a posztiszkémias LDH kibocsatast.

4.2. Az LPS elokezelés fokozza a miokardialis 3-nitrotirozin képzédést, O, és NO’
termelddést, XOR és NOS aktivitast

A kardioprotektiv LPS miokardialis peroxinitrit szintre vonatkozo késleltetett hatdsanak
vizsgalata céljabol megmértiik a kardialis szabad 3-nitrotirozin szintet. A kis doézisa LPS
szignifikansan novelte a miokardialis 3-nitrotirozin képzddést 24 oraval az in vivo kezelést
kovetden.

A kis dozisu LPS indukélta fokozott peroxinitrit képzddés hatterének vizsgalata
érdekében meghataroztuk a peroxinitrit prekurzor O, és NO” szintjeit. Az LPS-sel elékezelt
szivekben mind a O,", mind a NO" szintje szignifikansan megemelkedett.

A kis dozistu LPS altal kivaltott fokozott O, és NO' szintek lehetséges forrasanak feltarasa
érdekében meghataroztuk a XOR és NOS enzimek aktivitasat. A XOR és a Ca**-fiiggetlen
NOS enzimek aktivitdsa szignifikansan megemelkedett az LPS-sel elokezelt szivekben,

anélkiil, hogy a kezelés hatassal lett volna a Ca2+-f1'igg6 NOS aktivitasara.



4.3. Az LPS elokezelés fokozott STAT3 foszforilaciot eredményez, ezaltal jelezve a SAFE
utvonal aktivaciojat
A kis dozist LPS lehetséges downstream molekuldinak meghatidrozasa céljabol
megvizsgaltuk az ERK1/2, Akt és STAT3 foszforilacids szintjeit 24 6raval az LPS eldkezelést
kovetden. A kis dozisu LPS szignifikansan fokozta a kardialis STAT3 foszforilacidjat és nem-

szignifikansan emelte az Akt foszforilaciot, anélkiil, hogy hatassal lett volna az ERK1/2-re.

4.4. A reperfuzio indukalta kamrai tachikardia és/vagy fibrillacio idotartama csokkent
infarktusmérettel all osszefiiggésben
Meta-analizist végeztiink annak érdekében, hogy megvélaszoljuk a kérdést: van-e
Osszefliggés a reperfuzio soran fellépd spontan kamrai tachiaritmiak és az infarktusméret
kozott. Kutatocsoportunk altal korabban végzett, ugyanolyan kisérleti elrendezést alkalmazo
hat tanulmanyunk (iszkémia/reperfizionak kitett izolalt patkany szivek) meta-analizise
kimutatta, hogy a VT, VF vagy VI+VF jelenléte — melyek idStartama 60 s-nal hosszabb a

reperfuzid elsé 10 percében — jelentésen csokkent infarktusmérethez tarsul.

4.5. A gyors kamrai ingerlés kardioprotektiv hatast fejt ki: mérsékli az infarktust és a
reperfuzio kivaltotta aritmiakat

A gyors kamrai ingerlés lehetséges kardioprotektiv hatdsdnak tanulmanyozasa céljabol
meghataroztuk a miokardialis infarktusméretet, az LDH kibocsatast és elemeztiik a reperfuzid
altal kivaltott aritmidkat.

A rovid idejli periodikus gyors kamrai ingerlés szignifikdnsan csokkentette a rizikozonara
vonatkoztatott infarktusméretet, az iszkémias posztkondicionaldshoz hasonloan. Az iszkémiat
kovetd LDH kibocsatas szignifikansan mérséklodott a gyors kamrai ingerlés hatisara. Az
1szkémids posztkondicionalas szintén csokkentette az LDH kibocsatast, bar a kiilonbség nem
érte el a statisztikai szignifikancia szintet.

A rovid idejli periodikus gyors kamrai ingerlés csokkentette a reperfizid indukélta VT
eléfordulasat, anélkiil, hogy szignifikans mértékben befolyasolta volna VF-et. Ezzel
ellentétben, az iszkémids posztkondicionalas nem volt szignifikans hatassal a VT és VF
eléfordulasara jelen tanulmanyunkban.

Az dllatok testtomegében, a szivek nedves tomegében, a szivfrekvencia kiindulasi
értékében €s a korondria dramlés értékeiben (kiindulasi, iszkémia kezdeti és reperfuzid végi
értékek) nem volt kiilonbség a kisérleti csoportok kozott. Az iszkémias posztkondicionalassal
ellentétben, a révid idejii periodikus gyors kamrai ingerlés nem befolyasolta a reperfuzio

kezdetén a koronaria dramlast, az iszkémia/reperfiizids kontrollhoz viszonyitva.



4.6. A peroxinitrit feltételezhetden szerepet jatszik a gyors kamrai ingerlés altal kivaltott
posztkondicionalasban

Hogy betekintést nyerhessiink a gyors kamrai ingerlés kedvezd hatdsanak
mechanizmusaiba, meghataroztuk a kardialis 3-nitrotirozin és O, szinteket a reperflizid
7.percében 30 perces iszkémiat koOvetéen. A gyors kamrai ingerlés indukalta
posztkondicionalas szignifikansan fokozta a kardialis peroxinitrit marker 3-nitrotirozin szintet
az iszkémias posztkondicionalashoz hasonléan. Emellett a peroxinitrit prekurzor O, enyhén,
de szignifikans mértékben megemelkedett mindkét posztkondicionalasi csoportban.

Annak tovabbi bizonyitdsdra, hogy a posztkondicionalasi mandverek nitrativ stresszt
valtanak ki, meghataroztuk a kardialis 3-nitrotirozin szintet egy olyan esetben is, amikor
iszkémia nem el6zte meg a posztkondicionald stimulusokat. A rovid iszkémia/reperfizios
ciklusok vagy periodikus gyors kamrai ingerlés alkalmazasa fokozta a kardialis 3-nitrotirozin

képzOdését megeldz6 iszkémia hianyaban is.

4.7. Az ERK1/2, Akt és STAT3 fehérjék foszforilacios aranya nem valtozott a gyors

kamrai ingerlés kivaltotta kardioprotekcié soran

A gyors kamrai ingerlés altal indukalt posztkondicionalas lehetséges downstream
célpontjainak meghatarozésa céljabol megvizsgaltuk a RISK és SAFE utvonalakat.

A gyors kamrai ingerlés az iszkémids posztkondiciondldshoz hasonléan nem-szignifikans
mértékben fokozta az Akt foszforilaciojat iszkémiat kovetden, anélkiil, hogy befolyasolta

volna az ERK1/2 és a STAT3 foszforilaciot.

4.8. A rovid ideji periodikus gyors kamrai ingerlés fokozta a STAT3 foszforilaciot
megeldz6 iszkémia hianyaban
Megvizsgaltuk az iszkémids posztkondicionalas és a gyors kamrai ingerlési mandverek
lehetséges hatasait a miokardidlis RISK és SAFE utvonalakra megel6z6 iszkémia hianyaban
iS. A rovid idejli periodikus gyors kamrai ingerlés fokozta a STAT3 foszforilaciot ellentétben
a rovid iszkémia/reperfiizios ciklusok alkalmazasaval. Megel6z6 iszkémia nélkiil egyik

protokoll sem befolyasolta szignifikans mértékben az Akt és az ERK1/2 foszforilacigjat.
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5. Megbeszélés és kovetkeztetések

Jelen munkankban az iszkémias pre- és posztkondicionalas egy-egy alternativ modszerét
vizsgaltuk: az LPS indukalta késdi prekondiciondlast és a gyors kamrai ingerléssel kivaltott
posztkondicionalast, fokuszalva ezen modszerek miokardidlis peroxinitritre, RISK és SAFE

jelatviteli utakra gyakorolt hatasara.

Uj eredmények

e a kis dozisu LPS el6kezelés fokozza a miokardialis peroxinitrit marker, 3-nitrotirozin
képzddését

e a kis dozisu LPS elékezelés fokozza a STAT3 foszforilaciot, jelezve ezzel a SAFE
utvonal aktivalodasat

e a reperfuzio elején kialakuld endogén gyors kamrai aritmiakhoz kisebb infarktusméret
tarsul

e a reperfuzid kezdetén alkalmazott rovid idejii periodikus gyors kamrai ingerlés
csokkenti a reperfuzios karosodast, posztkondicionalast valt ki

e a peroxinitrit valosziniileg szerepet jatszik a gyors kamrai ingerléssel kivaltott
posztkondicionalasban

e a RISK ¢s SAFE jelatviteli utak nem aktivalodnak a gyors kamrai ingerlés altal kivaltott

kardioprotekcioban

Az iszkémias prekondicionalas széleskorlien alkalmazott moédszer a  sziv
iszkémia/reperfuzios karosodas elleni védelmében. Azonban invaziv modszer, igy megel6z6
eljarasként valo alkalmazasa a mindennapi életben korlatozott. Ehelyett, a farmakologiai
prekondicionalas egy non-invaziv modja a védelem kifejtésének, ezaltal kivalo megeldzo és
terapias értéke lehet a kardiovaszkularis betegségek teriiletén. A kis doézisu LPS eldkezelés
késoi farmakologiai prekondiciondlast valt ki és fokozza a kardidlis peroxinitrit képzddést
24 6raval a kezelést kovetden, azaltal, hogy a XOR és a Ca2+-ﬁiggetlen NOS enzimeken
keresztiil emeli a O,” és NO™ termelddést a szivben. A potencialisan letalis iszkémia el&tti
STAT3 aktivacio6 valoszinlileg szerepet jatszik az endotoxin indukalta kés6i prekondicionalas
protektiv hatasaban.

A meta-analizisiink kimutatta, hogy a 60 s-nal hosszabb ideig tarto, reperfuzio kivaltotta
VT/VF-hez csokkent infarktusméret tarsul. Ezen eredmények interpretalasa bonyolult, mivel
ok-okozati viszonyokat nem vizsgaltunk jelen tanulmanyunkban. Eredményeinek lehetséges

magyarazata, hogy az infarktusméret befolyasolja a hosszantart6 VT és/vagy VF
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cléfordulasat, mig egy masik lehetdség, hogy a reperfuzidé elején fellépé hosszabb
tachiaritmidk valamely modon csokkentik az infarktus kialakulasat. Legjobb tudomasunk
szerint az utdébbi megkozelitést még nem vizsgaltak az irodalomban, ezért megvizsgaltuk,
hogy vajon az exogén kontrollalt tachikardia képes-e kardioprotekciot kivaltani.

A reperfuzido kezdetén alkalmazott rovid idejii periodikus gyors kamrai ingerlés
kedvezden befolydsolja a reperfuzios karosodas két lényeges komponensét: csokkenti az
infarktusméretet és a reperfiizio indukalta tachikardia el6fordulasat. Eredményeink alapjan a
gyors kamrai ingerlés fokozza a peroxinitrit szintet, ami nagy valoszinlisséggel trigger
szerepet tolthet be a kardioprotektiv mechanizmusban, hasonldoan az iszkémias
posztkondicionalashoz. Mindazonaltal a gyors kamrai ingerlés feltételezhetéen RISK és
SAFE fiiggetlen jelatviteli utakon keresztiil fejti ki kedvezd hatasat, ezért tovabbi kisérletek
szlikségesek a lehetséges downstream molekuldk azonositasara. Mivel a gyors kamrai ingerlés
az iszkémias posztkondicionalashoz hasonlo kardioprotektiv hatdssal rendelkezik, ugy véljik,
hogy hatékony alternativaja lehet a klasszikus modszernek. Ezen feliil a gyors kamrai ingerlés
kivitelezése kontrollaltabb modon tud megvaldsulni, mint a rovid idejii iszkémia/reperfiizios
ciklusok alkalmazasa, ezaltal jelent6s technikai elonnyel rendelkezhet a klasszikus iszkémias
modszerhez viszonyitva.

Végezetiil megallapithatjuk, hogy a peroxinitrit valamilyen mddon szerepet jatszhat
mindkét alternativ kardioprotektiv eljaras hatasmechanizmuséban, ugyanakkor a RISK és
SAFE utvonalak szerepe pontosan nem vilagos és részben kiillonbozonek tiinik az egyes

alternativ eljarasok tekintetében.
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6. Koszonetnyilvanitas

Kisérleteink az Orszagos Tudomanyos Kutatasi Alapprogram (OTKA K79167 és
F046810), valamint a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Hivatal (NKTH
MED_FOOD, TAMOP-4.2.1/B-09/1/KONV-2010-0005, TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-
2012-0035) tamogatasaval valosultak meg. Az értekezés a GINOP-2.3.2-15-2016-00040
(MYOQOTeam) projekt keretében késziilt.

Oszinte koszonetemet szeretném kifejezni Prof. Dux Lészlonak, hogy lehetévé tette
munkamat a Biokémiai Intézetben ¢és Prof. Ferdinandy Péternek, a Kardiovaszkularis

Kutatdcsoport vezetdjének.

Szivbdl jovo halaval tartozom témavezetdimnek, Csont Tamasnak és Csonka Csabédnak.
Az 6 éveken at tartd tdmogatasuk, irdnyitasuk, batoritasuk és baratsaguk nélkiil ez az

értekezés nem johetett volna létre.

Kiilon kdszondm Varga V. Zoltdnnak a tanitast, a jelentds tudoméanyos hozzajarulast, a

barati tAmogatast és a talalo javaslatokat.

Kiilonosen halas vagyok Gaspar Rendtdnak a sokévi k6zos munkaért, a konstruktiv
¢szrevételeiért €s kitartd batoritasaért.

Szeretnék koszonetet mondani a kutatocsoport tagjainak: Kocsis F. Gabriellanak, Fekete
Veronikanak, Sarkozy Martanak, Szlics Gergének, Paloczi Janosnak, Kupai Krisztinanak,
Bencsik Péternek, Gorbe Anikonak, Kiss Krisztinanak, Sarvary-Arantes Laszlonak és a
Biokémiai Intézet minden munkatarsanak. Kiemelked6 technikai és adminisztrativ segitséget
kaptam Torok Szilviatol, Balazshazyné Erzsébettol, Hawchar Fatimét6l, Makrané Felhd
Zitatol, Kovacs Judittol, Bagi Noratol, Lajtos Zsuzsannatol, Szunyi Klaratol, Makra Evatol,

Bodnar Tiindétdl, Engi 11dikotol és Ocsovszki Imrétol.

Mindezen tul, nagyon halas vagyok a csaladom tamogatasaért. Az 6 segitségiik nélkiil ez
az értekezés nem valosulhatott volna meg. Emellett a végsé szakaszban Demjan Virag
nyujtott biztos hatteret, atsegitve ezzel a felmeriild nehézségeken. Ezt a munkat szeretném

neki és a csalddomnak ajanlani.



